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1. 序論 
 
1-1. 生体模倣 
 
近年、生物の持つ優れた「機能」を模倣することによる技術開発「バイオミメティクス」
により多くの先端技術が開発されてきた。古くはオナモミの実が表面の棘により動物の体
毛に付着することを参考にした「面ファスナー」1（1950 年代）やフナクイムシが木を彫り
進める際に分泌液で回りの壁を固めることを参考にした「シールド工法」（1820 年代）、近
年では鳥の嘴などを参考にした「新幹線の低騒音化」や蚊の針からヒントを得た「痛くな
い注射針」2 の開発、オリンピックで話題になったサメの肌の構造を応用した「水抵抗の少
ない水着」など例を挙げればきりがないほどである。このバイオミメティクスは素材や機
械、環境、エネルギー、医療、さらには交通システムなど多様な分野への応用と貢献が期
待される分野である。 
最近の例ではハーバード大学の研究チームがなめくじの分泌する粘液を参考に開発した
接着剤が注目されている。3 この接着剤は濡れた表面同士でも使用でき、手術後の傷口を
素早く塞ぐことが可能となる。これにより接着された組織を剥がすためには既存の医療用
接着剤と比較して 3 倍の力が必要になるという。 
このようにバイオミメティクスは主に生物の体構造や分泌物などの機能といった外面に
注目した研究が主となっているが、その一方で内面に関する研究も広く行われてきた。特
に生体内分子であるタンパク質やペプチド、DNA/RNA といった核酸分子はその生理活性
はもちろんのこと、特徴的な三次構造にも注目が集まっている。 
 
 
Fig. 1-1 バイオミメティクスの例  
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1-2. 核酸分子の利用 
 
DNA や RNA といった核酸分子は生体内においてその遺伝情報を記憶、継承していくと
いう種の保存において最も重要な役割を担っている分子である。この遺伝情報をもとにタ
ンパク質が翻訳され生体内における様々な機能が制御されていることから、突然変異や外
的要因（紫外線や放射線、ウィルスの感染）などの干渉により遺伝情報が破壊、あるいは
変異を起こすとがんや筋緊張性ジストロフィーをはじめとする様々な疾患を引き起こすこ
とが知られている。これらの疾患は遺伝子変異が原因であることから、病態を引き起こす
タンパク質などの物質にしか作用できない低分子医薬品や抗体医薬品では対症療法でしか
対処できず病原に直接作用して治癒を促すことは困難であった。そこで近年ではそれらの
遺伝子に直接作用できる核酸分子を医薬品として用いる研究が進んでいる。 
核酸医薬はその配列特異性から基質認識能が高いため副作用が少ないということ、前述の
ようにこれまでの医薬品では治療が困難であった疾患の病原に直接作用することができる
という点から次世代医薬品として注目を集めている一方で、生体内に存在する RNase など
の酵素により容易に分解されてしまうという問題が知られている。この問題を解決すべく
研究が進められているのが人工的な修飾を施した核酸アナログである。 
実際に FDA（Food and Drug Administration：アメリカ食品医薬品局）により承認された
核酸医薬としてはホミビルセン（AIDS 患者のサイトメガロウィルス性網膜炎：1998 年承
認）やミポメルセン（ホモ接合型家族性高コレステロール血症：2013 年承認）、ヌシネル
セン（脊髄性筋萎縮症：2016 年承認）、ペガプタニブ（加齢性黄斑変性症：2004 年承認）
があげられ、Fig. 1-2 に示すような修飾が施されている。これらの核酸医薬はいずれも糖
骨格の 2‘位の修飾 4 やホスホジエステル結合のチオエート化 5 といった天然核酸分子の構
造を一部改変した修飾核酸である。これらの修飾はヌクレアーゼ耐性が高くなることが知
られている。この他にも架橋構造を持つ LNA6 やフラノース骨格がヘキサノース骨格へと
置き換わった HNA7、フラノースの O 原子が N 原子へと置き換わった azanucleoside8 など
9、さらには骨格そのものを大幅に変更した PNA10 やモルフォリノ 11 など多様な核酸アナロ
グが研究されており(Fig. 1-3)、医薬品に留まらず遺伝子検出プローブのような分子生物学
的手法やナノテクノロジー材料など幅広い分野への応用が検討されている。 
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Fig. 1-2 核酸医薬の例 
 
 
Fig. 1-3 核酸アナログの例 
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1-3. ペプチド核酸（PNA） 
 
ペプチド核酸（PNA : Peptide Nucleic Acid）とは 1991 年 Nielsen らのグループにより開
発された核酸アナログの一種である。10 N-エチルアミノグリシンがアミド結合によりつな
がったペプチド様構造の主鎖上に核塩基が導入された特徴的な構造を持ち、相補配列を持
つ天然核酸とワトソン・クリック塩基対により二重鎖を形成することが可能 12 であるだけ
でなくこの構造に起因する多くのユニークな特徴を有する。（Fig.1-4） 
 
 
Fig. 1-4 PNA の構造 
 
PNA は DNA や RNA と異なり主鎖にホスホジエステル結合を持たないために電荷の偏
りを持たない。そのため DNA や RNA と二重鎖を形成しやすく、その安定性は DNA/DNA
や RNA/RNA 二重鎖よりも高いことが知られている。（Fig. 1-5）またその特異的な構造か 
 
 
Fig. 1-5 Na+イオン濃度が二重鎖安定性に与える影響（○：PNA-PNA、△：PNA-DNA、●：DNA-
DNA）13 
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Fig. 1-6 PNA の侵入による三重鎖等の形成 14 
 
らプロテアーゼやヌクレアーゼなど生体内に存在する酵素に対して高い耐性を示す。その
一方で天然の核酸分子と比較して柔軟性に乏しい骨格を有することから塩基のミスマッチ
が存在すると構造に歪みが生じ二重鎖安定性が大幅に低下、つまり優れた配列特異性を有
している。 
PNA が持つ最も特徴的な機能として DNA-DNA、RNA-RNA 二重鎖に侵入して二重鎖あ
るいは三重鎖を形成 15 することがある。（Fig. 1-6）これは核酸二重鎖中に存在する
homopyrimidine/homopurine 相補配列をターゲットとして相補鎖となる homopyrimidine 
PNA オリゴマーが侵入、塩基対を形成することにより起こる現象である。Fig. 1-7 に示す
ようにまず一方の PNA 鎖が Watson-Click 塩基対を形成し、DNA 鎖を開裂させる。その
後、もう一分子の PNA 鎖が Hoogsteen 塩基対を形成することで三重鎖を形成する。また、
この三重鎖はとても安定に存在し、この際開裂して余った DNA 鎖は P ループと呼ばれる
ループ構造をとることが知られている。 
これらの PNA の特性を利用してこれまで様々な種類の遺伝子検出プローブや mRNA や
ウィルスを対象としたアンチセンス阻害活性試験が行われてきた。16 また、PNA オリゴマ
ーそのものを用いるのではなく RNA や DNA とのキメラ分子とすることで天然核酸分子
の標的特異性や二重鎖形成能を改善するための機能性モジュールとしての利用も進められ
ている。（Fig. 1-817） 
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Fig. 1-7 PNA-DNA-PNA 三重鎖形成時の塩基対 14 
 
 
 
Fig. 1-8 PNA-DNA キメラ分子の Tm 値 
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Fig. 1-9 各種二重鎖の X 線構造解析結果 18 
 
しかし PNA には生理活性物質としての利用においていくつかの問題を有している。その
一つ目として挙げられるのが DNA や RNA に対するパラレル/アンチパラレル配向性を持
たないということである。PNA は DNA や RNA と異なりアキラルな分子であり Fig. 1-9
のように PNA-PNA 二重鎖はらせんを巻きにくいことも知られている。この問題に関して
は PNA モノマーの構造中にアミノ酸側鎖を導入することでキラリティを付与するという
手段がしばしば用いられる。例えば D-アミノ酸を原料として合成されたモノマーを有する
PNA オリゴマーは DNA 型の右巻きらせんを形成しやすくなることが報告されており 19、
さらにそのアミノ酸側鎖を変更することで DNA/RNA との二重鎖安定性を調整すること
も可能となる。（Fig. 1-10） 
二つ目の問題点として挙げられるのが細胞膜透過性を持たないということである。こち
らの問題点に関してもマイクロインジェクション、電気穿孔法（electroporation）、細胞膜
透過ペプチド（CPP : Cell Penetrating Peptide）やシグナルペプチドとのコンジュゲート、 
 
 
 
Fig. 1-10 アミノ酸側鎖を導入した PNA 
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ナノ粒子の利用など多くの手法が開発されている。20 また一つ目の問題点におけるアミノ
酸側鎖の導入によるらせんの制御と同様に、PNA モノマー中にアルギニン側鎖を導入する
ことで DNA/RNA との二重鎖安定性の向上、らせんの制御に加えて細胞膜透過性が向上し
たという報告もなされている。21 
このように開発からの約 25 年間、PNA の特性を活かした機能性分子、あるいは欠点を補
うための構造変換など多くの研究がなされており、医薬品分野や遺伝子検出プローブなど
としての実用化が期待されている。しかしその一方でマウスなど動物を用いた試験、特に
毒性試験などはほとんど行われていないという問題があり、これは後述の合成法における
問題がバリアとして働いていると思われる。 
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1-4. PNA の合成 
 
PNA オリゴマーの合成は一般的なペプチド合成法、特に固相合成法（Fig. 1-11）を転用
して行われている。22 その中でも Boc 法と Fmoc 法による合成が主であり、PNA の開発当
初は特に Boc 法による合成が盛んであった。Boc 法とは主鎖のアミノ基の保護基に Boc 基、
核塩基の保護基に Cbz 基を用いた手法であり、固相担体上にてモノマーの縮合と酸による
Boc 基の脱保護を繰り返すことでオリゴマーを伸長していく手法である。（Fig. 1-12）この
手法の利点としては脱保護後に生成する保護基由来の不純物が揮発性であるため反応後は
溶媒を留去するだけで目的物が得られることがあげられる。また、Fmoc 法で用いる塩基性
条件下では N-acyl transfer 反応や分子内環化反応といった副反応が懸念されたためで 
 
 
Fig. 1-11 固相合成法の概略図 
 
 
Fig. 1-12 Boc 法による PNA オリゴマー伸長反応と担体からの切り出し 23 
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Fig. 1-13 塩基性条件下で懸念される副反応 
 
ある。（Fig. 1-13）しかし研究が進むにつれ、これらの副反応は反応速度が遅く、強い塩基
性条件下で長時間の反応を行った際にしか起こらないということが判明 24 し近年では
Fmoc 法の利用が主となっている。 
Fmoc 法とは Boc 法のアミノ基の保護基を弱塩基によって脱保護可能な Fmoc 基に変更
したペプチド合成法であり、核塩基上の保護基は Cbz 基の他にも Boc 基や Bhoc 基を用い
ることが多い。Fmoc 法では Boc 法のように伸長時に強い酸性条件を必要としない点、縮
合時は塩基性条件が必要となるため脱保護時の酸を中和するための過剰な塩基を必要とし
ない点、モノマーの溶解性の良さなどの利点が知られており、オリゴマー合成においてと
ても有用な手法であるといえる。25  
主に PNA オリゴマーの合成はこれらの手法をベースにペプチド自動合成装置を用いて合
成されているがマニュアル合成法についても研究は進められている。しかし固相合成法で
は不溶性の樹脂上の反応点と試薬とが固液反応で反応することになるため反応性が低く過
剰量の試薬が必要となってしまう。マニュアル合成法として報告されているものは 2.5～
8.0 当量のモノマーと縮合剤が必要となっており 26、PNA はペプチドなどと比較するとモ
ノマーの価格が高いということからも PNA オリゴマーの合成コストは非常に高くなって
しまうことが問題となっている。 
また、固相合成法では反応性の低さだけでなく合成スケールの制限も問題となっており、
mg や g スケールなど大スケールでの合成例はほとんど存在しない。このことから PNA の
生物アッセイを行っている例は少なく、基本的には in vitro、in vivo でも細胞系や微生物を
用いたものが多い。27 
以上のことからより詳細な PNA の生理活性などを考察するためにはより安価に、かつ大
スケールで PNA オリゴマーを合成できる手法の開発が必要となっている。  
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1-5．可溶性担体を用いたオリゴマー合成法 
 
我々の研究室では液相合成法、固相合成法に次ぐペプチド合成法として可溶性担体（TAG）
を用いたペプチド合成法（TAG 法、Fig. 1-14）を開発し様々な種類のペプチド合成を、ま
たそれを応用した核酸オリゴマーの合成を報告してきた。28 
 
 
Fig. 1-14 TAG 法の概略 
 
TAG 法では THF やクロロホルムに可溶でメタノールやアセトニトリルといった極性溶
媒に不溶な疎水性ベンジルアルコール誘導体を担体として用いており、その溶解性の違い
を利用してオリゴマー合成を行う。アミノ酸や核酸モノマーの縮合反応時や保護基の脱保
護反応時は可溶性の溶媒を用いることで液相による均一な反応系を達成、高効率な反応を
行うことができ、一方で反応終了時は不溶性の溶媒へと溶媒置換することによって TAG の
付いた目的物のみを選択的に析出・沈殿させることで濾過による簡便な分離を可能として
いる。これにより液相反応のもつ効率の良い合成反応と固相反応のもつ容易な分離操作と
いうそれぞれの利点を併せ持った手法である。また、固相合成法では不可能な担体がつい
たままでの TLC や LC-MS による反応の追跡、NMR による解析を可能としていることか
ら未反応物由来の副反応の抑制や伸長過程の途中における副生物の分離、解析が可能であ
る点も重要な利点である。 
TAG 法では長鎖アルコキシ鎖が複数ベンジルアルコールに導入された誘導体を用いてお
り、その置換様式によって種々の特性を持つものを開発、合成対象の特性に合わせて使い
分けてきた。（Fig, 1-15）例えば TAG A に関しては 10%以下の TFA 溶液という薄い酸性
条件下で容易に脱離が可能という特性を持つ。このことからペプチド合成においては簡便
かつ確実に目的物からの TAG の脱離が可能であるためもっぱらファーストチョイスとし
て利用されているだけでなく、側鎖の保護基との選択的脱保護が可能であるためにペプチ 
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Fig. 1-15 TAG の構造と特性 
 
ド鎖同士の縮合により長鎖のペプチドを合成するフラグメントカップリング法への応用が
可能である。28-b 一方でアルコキシ鎖の置換位置が異なるだけの TAG B では高い酸耐性
を持つことから Boc 法の適用が可能でありジケトピペラジン形成による副反応が懸念され
るような配列のペプチドも合成が可能となる。28-g この他にも脱保護時の呈色性や蛍光性
などシンプルな構造で多様な特性を付与することができるという点も TAG 法の有用な点
の一つであるといえる。28-a 
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2. 本論「可溶性担体を用いた効率的 PNA 合成手法の開発」 
 
2-1. 緒言 
 
DNA や RNA をはじめとする核酸分子は近年、医薬品や有機合成におけるキラル触媒、
ナノテクノロジー材料など幅広い分野への応用が報告されている。特に人工的な修飾を施
した修飾核酸をはじめとする核酸アナログの開発は配列特異性や二重鎖安定性の向上、酵
素耐性の付与など多くの利点を有していることから広く研究が進められている分野の一つ
である。 
核酸アナログの一種として PNA がある。PNA は Nielsen らのグループにより 1991 年に
開発された非天然型核酸アナログの一種であり、N-エチルアミノグリシンの繰り返しとい
うペプチド様構造を主鎖に持ち、そこに各種核塩基が導入された構造を持つ。この構造ゆ
えに主鎖上に負電荷をもたないことから PNA は DNA/RNA との優れた二重鎖形成能と高
い酵素耐性を持つこと、DNA 二重鎖に侵入しての三重鎖を形成するなどユニークな特徴を
持つことが知られている。 
しかし PNA オリゴマーの合成手法に関しては一般的にペプチドの固相合成法が転用され
ており簡便な合成が可能である一方で、合成できるスケールに限りがあること、高価なモ
ノマーを過剰量使用する必要があるためその合成コストが高くなってしまうことが課題と
なっている。 
 
 
 
 
Fig. 2-1. PNA 固相合成法の概略 
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そこで本研究では我々の研究室で開発された可溶性担体（TAG）を用いたペプチド合成
法（TAG 法）を PNA オリゴマー合成へ適用することにより合成コストの削減を目指す
こととした。本手法は液相中での高効率な反応性と濾過による簡便な回収を可能とする手
法であり、ペプチド合成と核酸合成において試薬使用量の大幅な削減と高純度な目的物の
合成を達成している。 
また、TAG 法では液相中での反応となるため、基本的に合成スケールの拡大が容易であ
り大量合成に向いているといえること、固相法よりも使用できる反応が多様であるため
TAG 上での PNA オリゴマーの化学修飾が可能となることがメリットとして考えられる。 
本研究では特に PNA オリゴマーの合成に TAG 法を適用させるために反応条件などの基
盤を固めることを目的として研究を行うこととした。 
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2-2. PNA モノマーの Tag への導入および縮合条件の検討 
 
PNA モノマーは前述の通り、N 上に置換基を持ったペプチドに類似した構造を持つ。一
般的にこのような C 末端から 1 残基目に N-置換アミンを持つペプチドを Fmoc 法によっ
て合成しようとすると C 末端から 2 残基目の Fmoc 基を脱保護する際にジケトピペラジン
を形成してしまい担体より脱離してしまうという副反応が知られている。32（Scheme 2-1） 
 
この分子内環化反応によるジケトピペラジン形成が起こりやすい理由としては置換基の
存在によるアミド結合のシス・トランス選択性の変化が知られている。（Fig. 2-1）通常、N
上に置換基を持たない二級アミド（Fig. 2-2a）においてはペプチド鎖同士の立体障害によ
り立体構造がトランス型（s-trans : single bond-trans）にほぼ固定された状態となる。その
ため反応点となるアミノ基とエステルのカルボニル炭素が近接しにくくなり、分子内環化
反応は起こりにくくなる。一方、3 級アミド（Fig. 2-2b）においては置換基の立体効果によ
り二級アミドの際と比較して s-trans における安定性が低くなり、より反応点が近接するシ
ス型(s-cis : single bond-cis)を形成しやすくなる。 
 
 
Scheme 2-1. Fmoc 基の脱保護に伴う分子内環化反応 
Fig. 2-2. アミドのシス・トランス選択性 
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Fig. 2-3. アミドと PNA の立体構造と分子内環化反応 
 
この分子内環化反応は PNA 合成時においても同様、あるいはペプチド以上に起こりや
すいと想定される。Fig. 2-3b に示す通り三級アミドにおいては s-cis をとった際に反応点
であるアミノ基とエステル結合が近接しやすくなり、環化反応が進行する。それに対して
PNA では、ペプチド中のアミノ酸における N 上の置換基にアミノ基が存在しているよう
な構造を持っている。（Fig. 2-3c）これはつまりアミド結合の s-cis, s-trans に関係なくア
ミノ基とエステル結合が近接した状態にあると言え、より高い反応性を持っていることが
容易に想像できる。 
以上の立体構造の観点から PNA の合成において反応点の近接を避けることは困難であ
ると考え、PNA と TAG との間にアミノ酸をスペーサーとして導入することでエステル
結合をより求電子性の低いアミド結合へと変更し、反応点の反応性を下げることによる分
子内環化の抑制を試みることとした。（Fig. 2-3d） 
本研究では PNA オリゴマー合成時に末端に導入されることの多いアミノ酸の一つであ
る L-Lysine を C 末端へと導入することとした。Lysine はその側鎖に極性官能基であるア
ミノ基を持つことから PNA オリゴマーに親水性を付与することができる。これにより
PNA オリゴマーのもつ疎水性が原因となって起こる自己集合を抑制できることが知られ
ている。Lysine の TAG への導入は縮合剤として DIPCI、触媒として DMAP、溶媒とし
て DCM を用いて行った。その結果、2 段階 98%という良好な収率で目的の化合物 3 を得
ることができた。（Scheme 2-2） 
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続いて L-Lysine と Fmoc-C(Bhoc)aeg-OH との縮合反応をモデル反応として PNA モノ
マーの縮合条件の検討を行うこととした。（Table 2-1）従来の TAG 法におけるペプチド合
成の際に用いる反応系（縮合剤：COMU、塩基：DIPEA、溶媒：THF）をベースとし、ま 
 
Table 2-1. 縮合条件の検討 
 
 
Scheme 2-2. リンカーとしての L-Lys の導入 
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ず初めに溶媒の検討を行った。（Table 2-1 entry 1-7）これは PNA モノマーが従来のアミ
ノ酸と比較して溶媒に対する溶解性が低く、特に THF にはほとんど溶解しなかったため
反応が進みにくいのではないかと考えたためである。 
1 時間の反応の結果、モノマーの溶解性の高かった DMF と cHex の二相溶媒系（entry 
4）において効率よく反応が進行することが確認された。また、予想に反して PNA モノマ
ーの溶解性に乏しかった THF や DCM において効率よく反応が進行し、特に THF におい
ては定量的に目的の化合物 5a を得ることができた。次に、同様の条件を用いて他の 3 種類
の PNA モノマーの縮合反応も行ったところ Cytosine と同様、定量的に目的の化合物 5b-d
を得ることができた。entry 5, 8-10 の反応結果に関しては LC-MS による解析も行い。原
料の消費と目的物の生成を確認した。（Fig. 2-5）なお、縮合剤と塩基に関しては初期条件
で良好な結果が得られたことから今回は検討を行う必要はないと判断した。 
 
 
 
Fig. 2-4. 各種 PNA モノマーの構造 
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Fig. 2-5. 縮合条件検討（Table 2-1）の際の LC-MS（青：原料 NH2-Lys(Boc)-TAG 3） 
 
また、今回原料のモノマー4 に関しては市販のものを使用したがその HPLC 純度は＞97％
であり、最大 3%含まれている不純物が合成されるオリゴマーの純度に影響する可能性が
考えられる。そこで 1H-NMR を用いてその影響についての確認を行った。 
まず初めに各種モノマー4a-d について 1H-NMR の測定と帰属を行った。その結果、各モ
ノマーによって含有量の差は見られるものの、同様の不純物の混入を確認した。（Fig. 2-5a-
d）これらの不純物ピークのシフト値からカルボニル基やヘテロ原子を有する化合物である
ことが推察される。一方でこれらの 2.7 ppm, 2.9 ppm 付近の 2 つのピーク以外には不純物
ピークは見られなかった。 
続いてこれらのモノマーを用いた Table 2-1 entry 5, 8-10 の各反応生成物の 1H-NMR に
ついても解析を行った。(Fig. 2-6e-h) その結果、生成物の 1H-NMR チャートには Fig. 2-
6a-d において見られた不純物のピークは見られず、全体としても不純物と思われるピーク
は確認されなかった。また、Fig. 2-5 の LC-MS の結果からも不純物由来と思われる生成物
は確認されなかった。これらの結果より、原料の各種モノマー4a-d に含まれる不純物は縮
合反応において不活性であり、後述のオリゴマー合成に影響を及ぼさないことが確認され
た。 
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Figure 2-6. 1H-NMR を用いた不純物による影響の解析  
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2-4. PNA モノマーの可溶化機構についての検討 
 
前項にて PNA モノマーを TAG に効率的に導入する方法を確立したが、その過程におい
て反応前までは不溶性の PNA モノマーによって白濁していた反応溶液が時間の経過に伴
い透明化していくことを発見した。私はこの溶液の状態の変化が反応開始後 5 分から 10 分
程度で起きるという点に着目した。当初は不溶性の PNA モノマー4 と溶解した TAG アミ
ノ酸 3 との間において反応が進行した結果、不溶性のモノマー4 が可用性の目的物 5 へと
移行することにより濁りが消失していくと考えたが、反応終了後の余剰なモノマー４が析
出していなかったことからこの仮説とは異なる機構が働いていると考え、この機構につい
て検討を行った。（Scheme 2-3） 
モノマーT 4d と TAG アミノ酸 3 の反応をモデル反応として検討を行うこととした。ま
ず初めに通常の縮合反応（Scheme 2-3A）を行ったところ前述の通り反応開始後 5 分程度 
 
Scheme 2-3. PNA モノマー可溶化機構の検討 
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Fig. 2-7. 中間体 6d の想定される構造 
 
で COMU の反応残渣による溶液の呈色と濁りの消失が確認された。続いてモノマー4d の
反応相手となる TAG アミノ酸 3 を添加しない系（Scheme 2-3B）で反応液の攪拌を行った
ところ、Scheme 2-3-A と同様に溶液の呈色と濁りの消失が確認された。しかし Scheme 2-
3C,D のように COMU もしくは DIPEA の一方のみを添加した際には反応液は白濁したま
まであった。 
以上の結果より PNA モノマー4 の縮合反応時、次のような過程により反応が進行してい
ることが考えられる。1）．塩基性条件下において不溶性の PNA モノマー4 と COMU との
間で固液反応が進行し活性化モノマー6 が生成。2). 活性化したことにより可溶化したモノ
マー6 と溶液中の TAG アミノ酸 3 との間で縮合反応が進行し、目的の化合物 5 が生成。
（Scheme 2-4）また、この可溶化が進行することにより余剰のモノマー6 の洗浄溶媒への
溶解度も向上するため反応後の洗浄がより容易になる。なお、この COMU の反応機構と
活性化モノマー6 の構造に関しては調べた限りでは言及した文献がなく、単離・構造決定
を試みたが叶わなかったため他の縮合剤の機構を参考 33 に想定されるものを記載した。 
 
Scheme 2-4. COMU による縮合反応の反応機構 
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2-5. 分子内環化反応のモノマー不活性化への応用 
 
次に縮合反応時の活性化モノマー6 の構造が Fig. 2-3c の構造と類似している点に着目し
た。2-2 項にて触れた通り、PNA モノマーの構造はエステル化した際に分子内環化を起こ
しやすいと想定される構造である。この分子内環化を引き起こす窒素の求核攻撃は活性化
モノマー6 でも同様に起こると考えられ、縮合剤 COMU の付加によってよりカルボニル
炭素の求電子性が増加しているという点を加味すると通常のエステル構造よりも分子内環
化が起きやすいのではないかと考えた。そこでこの活性化モノマーの分子内環化を縮合反
応後の余剰モノマーの不活性化に応用できないかと考えた。もしこれが達成できれば余剰
モノマー由来の副反応（同種モノマーのダブルヒットなど）の可能性を排除できる(Fig. 2-
8)ことから縮合反応後の濾過・洗浄過程を省略、その結果溶媒使用量をおよそ半分まで減
らすことができると期待される。 
そこでまず初めに活性化モノマー6d が実際に Fmoc の脱保護後、分子内環化により環状
モノマー7d を形成することを確認することとした。（Scheme 2-5）まず Fmoc-Taeg-OH4d
を基質として Scheme 2-3B の反応を 10 分間行うことにより系中に活性化モノマー6d を発
生させた。その後、DBU とピペリジンを 2％ずつ添加することにより Fmoc 基の脱保護を
行った。その結果、LC-MS により基質 7d の消失と環化モノマー7d の生成を確認すること
ができた。また、この反応の際、基質 4d が全て COMU により活性化される必要があると
考えられるため過剰量の COMU を添加して反応を行った。また、比較として COMU を 
 
 
 
Fig. 2-8. ペプチド伸長時のダブルヒット及び活性化 PNA モノマーの分子内不活性化 
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Scheme 2-5 モノマー4d の活性化と Fmoc 脱保護に伴う環化反応 
 
 
基質 4d に対して当量添加して同様の反応を行ったが、その際は基質 4d が微量ではあるが
残存してしまうことが確認された。(Fig. 2-9) 
 
 
 
 
Fig. 2-9. 環化モノマー7d の生成 
基質となるタグ化合物に対するモノマー、COMU の当量数の比を想定している。 
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Scheme 2-6 byproduct 10 の構造と生成機構 
 
 
また、他のモノマー4a-c においても同様の反応を行った結果、目的の環化モノマー7a-c の
生成と原料 4a-c の消失を確認した。（Fig. 2-10）なお、反応を停止させる際に TFA を用い
たため核塩基上の保護基は脱離しており、4d と異なりモノマー4a-c は副生物 10 よりもリ
テンションタイムが早くなっている。 
 
 
 
Fig. 2-10. 各種モノマーの環化 
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Scheme 2-7 ワンポット伸長反応 
 
 
続いて実際に TAG アミノ酸 3a と Fmoc-C(Bhoc)aeg-OH4a の縮合反応および Fmoc 基
の脱保護反応をモデルとして本手法が使用可能であるかどうか検討した。（Scheme 2-7） 
まず THF 中に化合物 3a とモノマー4a、COMU、塩基として DIPEA を添加して撹拌し溶
液の色の変化を確認、TLC により原料の消失を確認した。その後反応溶液に DBU とピペ
リジンを添加しさらに 5 分撹拌し、TLC により原料の消失を確認した。氷冷中で反応溶液
に 1 N-HCl(aq.)を添加し塩基を中和した後、アセトニトリルに溶媒置換することで TAG
化合物を析出、沈殿としてろ過により回収を行った。このとき得られた沈殿を LC-MS、１
H-NMR により分析した結果、目的の化合物 8a を定量的に得ることに成功した。また、想
定通り分子間でのダブルヒット体 9 の生成は確認されなかった。(Fig. 2-11) 
 
 
Fig. 2-11. ワンポット伸長反応後の HPLC チャートと縮合・脱保護反応時の TLC  
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2-6. 新規合成手法と合成結果 
 
これまでの結果より PNA モノマーの縮合反応後に濾過などの後処理を必要とせずワンポ
ットで脱保護反応へと移行する反応系の構築が可能であるということが示唆された。そこ
でこの手法が PNA オリゴマーの合成に適用可能であるか検討を行った。今回合成するモ
デル配列として NH2-AGTCAGTC-Lys-OH を設計した。（Fig. 2-12） 
 
 
Fig. 2-12. モデル配列 11 
 
オリゴマーの合成において各塩基の組み合わせによって反応性に違いが出る可能性が考
えられる。そこでプリン塩基（A,G）とピリミジン塩基（C,T）に分類した際にピリミジン
塩基同士で縮合する場合（T→C）、ピリミジン塩基にプリン塩基を縮合する場合（G→T）、
プリン塩基同士（A→G）、プリン塩基にピリミジン塩基（C→A）の 4 つの組み合わせを検
討することができるようにという意図のもと、この配列を設計した。 
前項までの結果を基に Fig. 2-13-b に示すような新規合成プロトコルを考案した。Fig. 2-
13-a に示す従来の TAG を用いたペプチド合成法を基としたプロトコルと比較して反応の
後処理、濾過の過程を省略することができ、反応溶媒も縮合時の溶媒をそのまま使用でき
ることから反応系全体で用いる溶媒量を半減させることが理論上可能となる。また、TAG
法において律速段階となることが多い濾過による回収とその後の乾燥過程を減らすことは
合成に要する時間の大幅な削減にもつながることが期待される。 
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Fig. 2-13. 従来法（a）と新規法（b）の比較 
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実際に Fig. 2-12-b に示すプロトコルを用いて PNA4mer13 の合成を行った。（Scheme 2-
8）TAG アミノ酸 3 を原料として伸長サイクルを 4 回行い目的の PNA オリゴマー前駆体
12 を得た。その後、得られた前駆体 12 を 95%TFA カクテルにより全脱保護に供し、目的
の PNA オリゴマー13 を得た。反応液の溶媒を留去し、0.1%TFA/H2O を添加、メンブレ
ンフィルタ （ー20μm）を用いて夾雑物を除去し LC-MS による分析を行った。（Fig. 2-14）
その結果、未反応物やそれを由来とする副生物、ダブルヒット体などオリゴマー伸長反応
由来の不純物は確認されず、高純度で目的のオリゴマー13 が得られた。また、TAG オリ
ゴマーは回収時、鎖長に関わらず細かな粉上の沈殿を形成することが確認され、縮合する
アミノ酸によって物性の変化が大きいペプチド合成時と比較して安定して濾過による回収
をスムーズに行うことができた。 
 
Scheme 2-8 PNA4mer 13 の合成 
 
 
 
Fig. 2-14. PNA4mer 13 の HPLC チャート 
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続いてモデル配列である 8 残基の PNA オリゴマー11 の合成を行った。(Scheme 2-9) オ
リゴマー13 の際と同様に PNA モノマー4 を 1.2 当量、COMU を 1.4 当量用いて伸長反応
を行った。しかしながら得られた化合物を LC-MS にて解析したところ 8 残基目の縮合反
応において反応が完全には進行しておらず、未反応の不純物が混在しているということが
明らかになった。（Fig. 2-15a）これは鎖長が長くなるにつれて TLC による検出感度が下が
り原料の消費を正確にモニタリングできなかったこと、反応性の低下により反応速度が下
がってしまったことが主な要因であると考えた。 
ここでこの 7 残基目と 8 残基目の縮合反応の際に原料の TAG-PNA の THF に対する溶
解性が落ちてしまっている点に着目した。溶解性の低下が上記の反応性の低下に繋がって
いるのではないかと考え、原料の溶解度を改善することでこの問題を解決しようと試みた。
7,8 残基目の縮合反応の際の溶媒を THF から 10％DMF/THF に変更し、同様の伸長反応
を行った。その結果、反応性は改善され、原料の消費は確認されたものの、新たな不純物
の生成を確認した。数回同様の条件でトライアルを行っても同様の不純物が生成したこと
からこの不純物は溶媒として用いた DMF あるいは DMF 中に混入していた不純物が原因
であると考えられる。（Fig. 2-15b） 
以上のことから溶媒を THF のみに戻し、モノマー4 と縮合剤 COMU の当量を 0.3 当量
ずつ増やすことによって問題を解決できないか試みた。その結果、8 残基目の縮合におい
て以前と比較して未反応物の大幅な削減に成功し、目的の PNA オリゴマー前駆体 14 を 16
段階 76%(1 段階あたり 98%)の収率で得ることができた。得られた前駆体 14 を
TFA/TIS/H2O の混合溶媒中にて全脱保護反応に供し、目的の PNA オリゴマー11 を収率
96%、全体収率 73%で得た。（Fig. 2-15c） 
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Scheme 2-9 PNA8mer11 の合成 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-15. 8mer11 合成時の条件検討  
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2-7. 大量合成を志向した PNA オリゴマー精製手法の開発 
 
有機合成の研究において最も重要となる過程の一つに分離精製がある。どれほど有用な化
合物を設計・合成できたとしてもそれを単離することができなければその有用性を証明す
ることはできない。これは生理活性物質の合成において特に重要であり、生物アッセイな
どを行う際には高純度な化合物をグラム、場合によってはキログラムスケールで得ること
が必要となる。しかし残念なことにペプチドや核酸に関しては充分な精製を行うことなく、
自動合成装置により合成されたクルード化合物をそのまま生物アッセイに用いている例が
しばしば見受けられる。 
上記のことは PNA においても例外ではない。そのコストの高さも一因であると思われる
が PNA は多くの論文でナノモルスケール、マイクログラムスケールといったごく小スケ
ールで合成されており、特に精製操作を行わずに細胞試験などに供されることが多い。一
方で HPLC による精製が行われている例もあるが分析カラム（φ4.6 mm）を用いて加温条
件下で分離しているものがほとんどであり、分取カラム（＞φ10 mm）による mg スケー
ル以上での精製法に言及した論文や資料は見受けられない。また、固相法により合成され
た PNA の HPLC による精製は一般的に 2 段階に分けて行われる。これは縮合反応後のキ
ャッピングの段階で生成する不純物が目的物と近いリテンションタイムで溶出するため分
離が煩雑になってしまうためである。このため現状の PNA 精製法はスケールだけでなく
溶媒コスト、時間的コストの面でも問題を抱えているといえる。 
 
 
Fig. 2-16. 新法と固相法のプロトコルの比較 
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そこで本項では将来的な大スケールでの PNA オリゴマー合成を志向し、分取カラムによ
るミリグラムスケールでの PNA オリゴマー精製手法を検討することとした。また、本研究
で開発した合成手法ではキャッピングを必要としない（Fig. 2-16）ことから上記のような
2 段階の精製を必要とせず、1 度で純粋な目的物を得ることが可能になると期待される。な
お、今回の検討では目的物近傍に生成する不純物との分離が目的となるため、いくつか不
純物が混ざった状態のサンプルを用意して検討を行った。 
まず初めに LC-MS を用いて分析スケールでの条件検討を行った。用いたサンプルを通常
の加温条件で ODS カラムによって分析したチャートを Fig. 2-17 に示す。A 液として
0.1%TFA/H2O、B 液として 0.1%TFA/MeOH を使用し、分析用 ODS カラムを用いて流
速 0.3 mL/min.、A/B=100/0（0 min.）→50/50 (40 min.)の条件により 50 ℃の加温のもと
分析を行った結果、目的物は 28.6 min.に検出された。 
次に室温条件下において同様の分離パターンが得られるかについて検討を行うこととし
た。分析スケールでは、カラムが細いためカラムヒーターによって容易にカラム全体を加
温することが可能であるが、分取スケールではカラムの太さが倍以上になるため芯まで均
一に加温することは困難である。また、PNA はペプチドや核酸分子とのコンジュゲート体
として用いられることも多いことから変性などのリスクを減らすという観点からも加温を
必要としない分取条件の確立は重要であると言える。Fig. 2-15 と同様のカラム、溶媒条件
下にて室温（20 ℃）で分析を行った。しかしながら目的物の溶出は確認されなかった。ま
た、溶媒の条件を A/B=100/0（0 min.）→0/100 (40 min.)に変更して分析を行ったものの
同様に目的物は溶出せず、その後 B 液 100%でカラムの洗浄を行ったものの目的物は溶出
しなかった。このことから ODS カラムを用いて室温条件下にて分取を行うことは困難で
あると考えた。 
 
 
 
Fig. 2-17 条件検討用サンプルの HPLC チャート 
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ODS カラムから目的物が溶出しなかった理由としては PNA の疎水性の高さとそれによ
る凝集性が考えられる。PNA は同等の分子量のペプチドや DNA、RNA などと比較すると
疎水性が高いことが知られており、カラム中の ODS 鎖との相互作用が強いことが予想さ
れる。また、低温条件下では PNA は疎水性相互作用により自己集合を起こすことが知られ
ている。今回用いたサンプルでは C 末端に親水性アミノ酸である Lysine を導入している
ことから従来の PNA オリゴマーよりも凝集性は弱いと思われるものの多少の凝集は起こ
っていると考えられる。この凝集体は通常の解離した PNA オリゴマーと比較してより高
い疎水性を持っていることが想定されるため、カラム中の ODS 鎖とより強固に相互作用
してしまったのではないかと考えた。 
以上の考察のもと、使用するカラムを ODS カラム（C18）から Proteonavi という C4 カラ
ムに変更することとした。この Proteonavi は高分子量のタンパク質やペプチドの HPLC 分
析・分取に特化したカラムであること、充填剤の炭素鎖が C4 と短く疎水性相互作用が比較
的弱いことから PNA オリゴマーの持つ上記の問題を解決できるのではないかと考えた。 
実際に Proteonavi を用いて Fig. 2-15 の際と同様の溶媒条件下にて室温（20 ℃）で分析
を行った結果、多少のピークのブロード化は見られたもののリテンションタイム 36 min.
にて目的物の溶出を確認した。（Fig. 2-18a）続いて使用溶媒量、精製に要する時間のさら
なる効率化にむけて溶媒のグラジエントの検討を行った結果、A/B=80/20（0 min.）→ 0/100 
(40 min.)の条件においてピークのブロード化を抑えつつ、他のピークとの分離、溶出時間
の短縮（20.8 min.に溶出）を行うことができた。（Fig. 2-18b） 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-18 分取条件の検討 
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次に分析スケールへのスケールアップのための流速とサンプル注入量の調整とその影響
について検討を行った。HPLC カラムのスケールアップはその断面積比をもとに計算して
行われる。分取スケール（φ20 mm）では一般的に流速約 10 mL/min.、注入量 500~1000 
μL で HPLC を行う。このことから逆算し流速 0.5 mL/min.、注入量 40μL（分析スケー
ル換算：流速 9.5 mL/min.、注入量 760 μL）にて分析を行った。（Fig. 2-18c）結果とし
て多少のピークのブロード化はあったものの、12.8 min.に溶出を確認し、他のピークとの
分離にも問題は見られなかった。 
続いてこちらの条件をもとに分取用の HPLC を用いて実際の分取条件の検討を行った。
このとき用いたサンプルの分析 HPLC チャートを Fig. 2-19 に示す。まず初めに分析スケ
ールで得た Fig. 2-17c の溶媒条件、流速 9.5 mL/min.、サンプル 5 mg/mL を 500 μL 注
入して HPLC を行った（Fig. 2-20a）しかしピークが十分に分離せず分取は困難であった。
これは分析用 HPLC と分取用 HPLC では流路径など細かな仕様が異なるために起こった
と考えられる。そこでこの条件を参考に溶媒のグラジエントと初期条件の検討を行った。
その結果、流速などの条件は変更せず A/B=90/10（0 min.）→ 30/70 (30 min.)という条件
下において良好な分離を達成した。この条件下において実際に分取したサンプルの HPLC
分析結果を Fig. 2-21 に示す。分析の結果、純度 98%で目的の PNA オリゴマー11 を得る
ことに成功した。 
 
 
 
 
Fig. 2-19. 分取条件検討用サンプル 
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Fig. 2-20. 分取用 HPLC による条件検討 
 
 
Fig. 2-21. 精製後サンプルの HPLC 分析 
 
最後に Fig. 2-15-c のサンプルを用いて大スケールでの分取を行った。100 mg/mL のサン
プル溶液を 500 μL 注入した際の分取時の HPLC チャートを Fig. 2-22 に示す。目的物ピ
ークの上端が平坦化してしまっているが、これは注入したサンプル量が多かったために検
出限界を越えてしまったためである。この条件において分取したサンプルを LC-MS で分
析した結果、純度 97%で目的の PNA オリゴマー11 を得ることができた。（Fig. 2-23）ま
た、この分取を数回行った結果、約 150 mg の PNA オリゴマーを容易に分離することに成
功した。なお、受注販売されている PNA オリゴマーの純度は＞95%であることからも充分
なクオリティの PNA オリゴマーを大量に得ることに成功したといえる。 
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Fig. 2-22. 大スケール（100 mg/mL）での HPLC による精製 
 
 
Fig. 2-23. 大スケールによる最終精製物の HPLC 分析 
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3. 総括 
 
本研究では可溶性担体 TAG を用いた PNA オリゴマーの新規合成法の開発とミリグラム
スケールでの精製手法の開発を行った。 
TAG による PNA オリゴマーの合成では C 末端に親水性アミノ酸である Lysine を導入す
ることで Fmoc 基脱保護時の分子内環化による TAG からの脱離を回避することに成功し
た。また、PNA オリゴマーの合成は通常、液相固相を問わず DMF や NMP といった PNA
モノマーが可溶な極性溶媒を用いて行われるが、本研究では PNA モノマーが難溶性を示
す THF や DCM 中でも効率的に縮合反応が進行するということを発見した。これは PNA
モノマーが縮合剤により活性エステルを形成した際にこれらの溶媒への溶解性が向上した
ことが要因となっている。この結果は本研究に限らず PNA オリゴマーの液相合成時にお
いて溶媒の除去・乾燥が困難である DMF や NMP ではなく他の扱いが容易な溶媒を使用
することが可能であるという可能性を示唆している。さらにこの活性化した PNA モノマ
ーが分子内環化を起こしやすい構造を有しているという点に着目し、これを利用すること
で縮合反応後に濾過による粗精製過程を経ずに直接脱保護反応へと移行するプロトコルを
設計した。活性化モノマーを分子内環化により不活性化させることで副反応を抑制するだ
けでなく、溶媒への溶解性も向上することから反応後の濾過による洗浄が容易になること、
濾過の回数を減らすことにより溶媒の使用量も大幅に削減することに成功した。固相法に
おいて問題となる過剰量の試薬の使用に関しても固相法では>2.5 eq.必要とされていたモ
ノマーと縮合剤を本法ではモノマー1.2 eq.~1.5 eq.、縮合剤 1.4 eq.~1.7 eq.まで削減するこ
とができた。 
HPLC による精製においては合成過程においてキャッピングの過程が不要であることか
ら通常では 2 段階必要であった HPLC による精製過程を 1 段階に減らすことが可能とな
った。また、精製過程を減らしたうえでも 1 回あたり数十ミリグラムスケールという従来
の PNA オリゴマー合成と比較して非常に大きなスケールの精製において 97%以上という
高純度の目的物を得ることに成功した。 
これらの結果から TAG を用いて簡便に PNA オリゴマーを合成、純度の高いオリゴマー
を得ることが可能となった。本研究では TAG を用いた PNA オリゴマー合成手法の基盤を
構築することを目的としていたため比較的短鎖の PNA オリゴマーの合成に留まっている
が、PNA はその配列特異性の高さから短鎖でも分子の機能化やプローブとして優秀な効果
が報告されている。本手法はこれらの PNA 短鎖オリゴマーの利用に関する研究の発展へ
の貢献はもちろん、さらなる発展により一般的に遺伝子を特異的に認識するために必要と
39 
 
される 12~15 残基以上の鎖長を持つオリゴマーの合成にも応用が可能である。そしてこれ
らの技術の発展は創薬や遺伝子工学、分子生物学、ナノテクノロジーなど多様な分野にお
ける研究への貢献が期待される。 
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5. 使用機器 
 
核磁気共鳴装置 
JEOL JNM-ECA600（600 MHz） 
重溶媒として CDCl3, DMSO-d6 を用いて測定を行った。 
 
質量分析 
JEOL JMS T-100LP (ESI 法) 
JEOL  JMS-S3000 Spiral TOF (MALDI 法) 
 
高速液体クロマトグラフ 
Agilent 1200 Infinity series（分析） 
使用溶媒：THF, MeCN, MeOH, Water（含 0.1% TFA） 
使用カラム：SHISEIDO Proteonavi (φ4.6 mm, 250 mm), SHISEIDO Capcel Pak C18 
ACR(φ4.6 mm, 250 mm), NOMURA Chemical Develosil C8-UG-5(φ4.6 mm, 150 mm) 
JASCO LC-2000 Plus series（分取） 
使用溶媒：MeOH, Water（含 0.1% TFA） 
使用カラム：SHISEIDO Proteonavi(φ20 mm, 250 mm) 
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6. 本研究に関する出版物 
 
A Pot-Economical Liquid Phase PNA Synthesis Enabled by a Soluble Tag-Assisted Method, 
Keisuke Ogami, Yohei Okada, Kazuhiro Chiba, Chem. Lett., 2017, in press. 
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8. General Remarks 
 
All reagents and solvents were purchased from commercial source and used without further 
purification. Reactions were monitored by thin-layer chromatography (TLC) carried out on 
silica gel plates, with detection by UV absorption (254 nm) and by heating the plates after 
dipping them with 12 molybdo(VI) phosphoric acid n-hydrate in 95% ethanol.  
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9. 略称 
 
aeg: aminoethylglycine 
Bhoc: benzhydryloxycarbonyl  
Boc: tert-butoxycarbonyl (Boc) 
Cbz: benzyloxycarbonyl 
cHex: cyclohexane 
COMU: 1-[(1-(Cyano-2-ethoxy-2-oxoethylideneaminooxy)dimethylaminomorpholino)]- 
uraniumhexafluorophosphate 
DBU: 1,8-diazabicyclo [5.4.0]undec-7-ene 
DCM: dichloromethane 
DIPCI: diisopropylcarbodiimide 
DIPE: diisopropylether 
DIPEA: diisopropylethyl amine  
DMAP: N,N-dimethylaminopyridine 
DMF: N,N-dimethylformamide  
DNA: deoxyribonucleic acid 
Fmoc: 9-fluorenylmethyloxycarbonyl 
HNA: hexitol nucleic acid 
LNA: locked nucleic acid 
MQ: milliQ 
NMP: N-methylpyrrolidone 
ODS: octadecylsilyl 
RNA: ribonucleic acid 
TFA: trifluoroacetic acid 
THF: tetrahydrofuran 
TIS: triisopropylsilane 
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10. 実験項 
 
2,4-Didocosyloxybenzyl alcohol (Soluble Tag) 
 
 
 
White amorphous solid. Purchased from a commercial source. 1H NMR (600 MHz, CDCl3) 
δ 7.12 (1H, d, J = 8.2 Hz), 6.46 - 6.44 (1H, m), 6.43 – 6.40 (1H, m), 4.61 (2H, s), 3.98 (2H, 
t, J = 6.2 Hz), 3.93 (2H, t, J = 6.2 Hz), 1.83 – 1.74 (4H, m), 1.65 – 1.53 (1H, br), 1.48 – 1.41 
(4H, m), 1.38 – 1.22 (72H, m), 0.88 (6H, t, J = 7.3 Hz); 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ 
160.1, 158.1, 129.5, 121.6, 104.4, 99.7, 68.1, 68.0, 62.0, 31.9, 29.7, 29.6, 29.5, 29.4, 29.3, 
29.2, 26.1, 26.0, 22.7, 14.1; HRMS calc. for [C51H96NaO3+] : 779.7252, Found : 779.7223 
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Fmoc-A(Bhoc)aeg-OH 
 
 
 
White solid. 1H NMR (600 MHz; DMSO-d6) δ 10.89 (1H, s), 8.57-8.49 (1H, m), 8.30 
(1H, s), 7.87 (2H, d, J = 7.8 Hz), 7.66 (2H, t, J = 7.8 Hz), 7.55-7.47 (5H, m), 7.42-7.24 (11H, 
m), 6.8 (1H, s), 5.33 (1H, s), 5.15 (1H, s), 4.40-4.16 (4H, m), 3.99 (1H, s), 3.59-3.49 (1H, 
m), 3.16-3.05 (1H, m); 13C NMR (150 MHz; CDCl3) δ170.3, 167.0, 166.5, 156.42, 152.29, 
151.1, 151.0, 149.2, 145.2, 143.8, 140.9, 140.7, 128.5, 127.7, 127.6, 127.0, 126.5, 125.1, 
122.6, 120.1, 77.2, 65.5, 65.4, 47.6, 46.9, 46.7, 43.8; HRMS calc. for [C40H36N7O7+] : 
726.2671, Found: 726.2657 
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Fmoc-G(Bhoc)aeg-OH 
 
 
 
White solid. 1H NMR (600 MHz; CDCl3) δ 11.75-11.60 (1H, m), 11.24-11.15 (1H, m), 
7.94 (1H, s), 7.89-7.85 (2H, m), 7.80 (1H, d, J = 6.2 Hz), 7.68-7.60 (2H, m), 7.49-7.25 (14H, 
m), 6.86-6.83 (1H, m), 5.13-4.77 (2H, m), 4.54-4.16 (4H, m), 3.51-3.45 (1H, m), 3.25-3.05 
(1H, m); 13C NMR (150 MHz; CDCl3) δ 170.4, 166.5, 162.3, 156.4, 155.0, 153.7, 147.0, 
143.8, 140.7, 140.4, 140.0, 139.9, 128.6, 128.0, 127.6, 127.0, 126.4, 125.1, 125.0, 120.1, 
119.2, 78.0, 65.4, 47.8, 46.7, 35.8, 30.8; HRMS calc. for [C40H36N7O8+] : 742.2620, Found: 
742.2638 
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Fmoc-C(Bhoc)aeg-OH 
 
 
 
White solid. 1H NMR (600 MHz; CDCl3) δ 11.05-10.94 (1H, m), 7.97-7.82 (6H, m), 
7.69-7.62 (2H, m), 7.46-7.26 (14H, m), 6.96-6.88 (1H, m), 6.78 (1H, s), 4.80 (1H, s), 4.60 
(1H, s), 4.34-4.15 (3H, m), 3.97 (1H, s), 3.45-3.39 (1H, m), 3.28-3.25 (1H, m), 3.11-3.07 
(1H, m), 2.61-2.57 (1H, m); 13C NMR (150 MHz; CDCl3) δ170.4, 167.5, 167.0, 163.0, 
162.9, 162.3, 156.3, 156.1, 155.5, 151.0, 143.9, 140.7, 140.4, 128.5, 127.8, 127.6, 127.0, 
126.4, 126.2, 125.1, 120.1, 93.7, 77.4, 65.5, 65.4, 49.5, 47.7, 46.9, 46.7, 35.8, 30.7, 25.2; 
HRMS calc. for [C39H36N5O8+] : 702.2558, Found: 702.2568 
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Fmoc-Taeg-OH 
 
 
 
White solid. 1H NMR (600 MHz; CDCl3) δ 11.31-11.27 (1H, m), 7.88 (2H, d, J = 7.6 
Hz), 7.72-7.61 (2H, m), 7.47-7.24 (5H, m), 4.63 (1H, s), 4.46 (1H, s), 4.36-4.15 (3H, m), 
3.96 (1H, s), 4.58-4.43 (1H, m), 4.43-4.30 (3H, m), 4.20 (1H, t, J = 7.2 Hz), 3.96-3.84 (4H, 
m), 3.44-3.38 (1H, m), 3.32-3.29 (1H, m), 3.28-3.05 (2H, m), 1.71 (3H, s); 13C NMR (150 
MHz; CDCl3) δ170.8, 170.4, 167.6, 167.2, 164.4, 162.3, 156.3, 156.1, 151.0, 143.8, 142.1, 
142.0, 140.7, 127.6, 127.1, 125.1, 120.1, 108.1, 65.5, 49.0, 47.7, 46.7, 37.8, 35.8, 11.9; HRMS 
calc. for [C26H27N4O7+] : 507.1874, Found: 507.1877 
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3-1, Synthesis of Fmoc-Lys(Boc)-TAG 
To a solution of Tag-OH (0.05 mmol) in dry DCM (5 mL), Fmoc-Lys(Boc)-OH (1.5 
eq., 0.075 mmol), DIPCI (1.5 eq., 0.075 mmol) and DMAP(1 mol%) were added. The 
resulting reaction mixture was stirred at room temperature until completion of the reaction 
(determined by TLC), followed by dilution with MeCN to give a product as a precipitate. 
 
Fmoc-Lys(Boc)-TAG 
 
 
 
White amorphous solid. 1H NMR (600 MHz; CDCl3) δ 7.76 (2H, d, J = 7.6 Hz), 7.59 
(2H, d, J = 6.9 Hz), 7.39 (2H, t, J = 7.2 Hz), 7.30 (2H, t, J = 7.2 Hz), 7.19 (1H, d, J = 7.6 
Hz), 6.43-6.35 (2H, m), 5.43 (1H, d, J = 7.6 Hz), 5.16(2H, q, J = 11.7 Hz), 4.58-4.43 (1H, 
m), 4.43-4.30 (3H, m), 4.20 (1H, t, J = 7.2 Hz), 3.96-3.84 (4H, m), 3.10-2.97 (2H, m), 1.89-
1.81 (1H, m), 1.79-1.60 (6H, m), 1.51-1.37 (13H, m), 1.37-1.17 (72H, m), 0.88 (6H, t, J = 
6.9 Hz); 13C NMR (150 MHz; CDCl3) δ 172.4, 160.9, 158.4, 155.9, 143.9, 143.7, 141.2, 
131.2, 127.6, 127.0, 125.1, 119.9, 115.8, 104.4, 99.6, 79.0, 68.1, 66.9, 62.8, 53.8, 47.1, 40.1, 
31.9, 29.7, 29.4, 29.2, 29.1, 28.4, 26.0, 22.7, 22.2, 14.1; HRMS calc. for [C77H126N2NaO8+] : 
1229.9406, Found: 1229.9391 
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3-2, General procedure for the deprotection of Fmoc group 
Tagged compound (0.05 mmol) was dissolved in 1% piperidine and 1% DBU in THF 
(5 mL). The resulting mixture was stirred at room temperature until completion of the 
reaction (determined by TLC), followed by naturalization with 1 N-HCl(aq.) to pH 5.0-6.0 
and dilution with MeCN to give a product as a precipitate. 
 
NH2-Lys(Boc)-TAG (compound 2) 
 
 
 
White amorphous solid. 1H NMR (600 MHz; CDCl3) δ 8.88 (2H, br), 7.20 (1H, d, J = 
7.6 Hz), 6.38-6.43 (2H, m), 5.29-5.10 (2H, m), 5.10-4.95 (1H, br), 6.43-6.35 (2H, m), 
4.10-3.90 (1H, m), 3.95-3.88(4H, m), 3.12-3.04 (2H, m), 2.13-1.83 (3H, m), 1.79-1.73 
(4H, m), 1.62-1.37 (15H, m), 1.37-1.21 (72H, m), 0.87 (6H, t, J = 6.9 Hz); 13C NMR 
(150 MHz; CDCl3) δ 169.4, 161.1, 158.4, 156.1, 131.6, 115.1, 104.5, 99.6, 78.9, 68.1, 
68.0, 63.8, 52.9, 39.8, 31.9, 29.7, 29.4, 29.3, 29.2, 29.1, 28.4, 26.0, 25.9, 22.7, 14.1; HRMS 
calc. For [C62H117N2O6+] : 985.8906, Found: 985.8913 
 
  
56 
 
 
3-3, Synthesis of Fmoc-PNA-Lys(Boc)-TAG (compound 3a-d) 
To a solution of Tagged compound 2 (0.05 mmol) in dry THF (5 mL), Fmoc-PNA-OH 
(1.2 eq., 0.06 mmol), COMU (1.2 eq., 0.06 mmol) and DIPEA (2.5 eq., 0.125 mmol) were 
added. The resulting reaction mixture was stirred at room temperature until 30min 
(completion of the reaction is determined by TLC), followed by dilution with MeCN to give 
a product as a precipitate. 
 
Fmoc-C(Bhoc)aeg-Lys(Boc)-TAG 
 
 
 
White amorphous solid. 1H NMR (600 MHz; CDCl3) δ 7.78-7.55 (5H, m), 7.46-7.42 
(2H, m), 7.38-7.26 (10H, m), 7.25-7.10 (3H, m), 6.89-6.62 (2H, m), 6.43-6.35 (2H, m), 
5.28-5.02 (3H, m), 4.91-4.64(1H, m), 4.60-4.16 (5H, m), 4.05-3.82 (5H, m), 3.68-3.29 
(4H, m), 3.19-2.74 (2H, m), 2.04-1.55 (7H, m), 1.55-1.35 (9H, m),1.35-1.18 (72H, m), 
0.88 (6H, t, J = 6.9 Hz); 13C NMR (150 MHz; CDCl3) δ 173.8, 169.1, 167.7, 164.6, 160.8, 
158.3, 157.8, 157.3, 155.9, 152.8, 149.0, 144.1, 143.7, 141.2, 140.1, 131.1, 128.5, 128.2, 
127.8, 127.6, 127.2, 127.1, 126.9, 126.7, 125.3, 119.9, 116.0, 104.4, 99.6, 95.7, 79.4, 78.9, 
78.3, 68.1, 67.0, 62.8, 54.5, 52.1, 50.8, 48.7, 47.1, 40.0, 39.3, 31.9, 30.9, 29.7, 29.4, 29.3, 
29.2, 29.1, 28.4, 26.0, 25.9, 23.2, 22.7, 14.1; HRMS calc. For [C101H150N7O13+] : 1669.1286, 
Found: 1669.1285 
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Fmoc-A(Bhoc)aeg-Lys(Boc)-TAG 
 
 
 
White amorphous solid. 1H NMR (600 MHz; CDCl3) δ 8.80-8.38 (2H, m), 8.05-7.79 
(1H, m), 7.88-7.50 (4H, m), 7.46-7.27 (10H, m), 7.26-7.08 (3H, m), 6.98 (1H, s), 6.89-
6.61 (2H, m), 6.45-6.34(2H, m), 5.21-4.95 (4H, m), 4.68-4.12 (5H, m), 3.97-3.72 (5H, 
m), 3.65-3.32 (3H, m), 3.10-2.78 (2H, m), 2.18-1.92 (2H, m), 1.91-1.53 (6H, m), 1.48-
1.36 (15H, m), 1.35-1.16 (72H, m), 0.87 (6H, t, J = 6.9 Hz); 13C NMR (150 MHz; CDCl3) 
δ 172.6, 168.7, 160.9, 158.4, 157.0, 156.0, 152.8, 152.6, 151.5, 150.0, 149.1, 144.0, 143.8, 
143.7, 143.6, 141.2, 140.0, 131.3, 128.5, 128.1, 127.7, 127.3, 127.0, 125.1, 125.0, 120.0, 
119.9, 115.6, 104.5, 99.6, 79.0, 78.6, 68.1, 66.8, 63.1, 52.4, 51.9, 47.1, 43.7, 40.0, 31.9, 
31.3, 29.7, 29.6, 29.4, 29.3, 29.1, 28.4, 26.0, 25.9, 22.7, 14.1; HRMS calc. for 
[C102H150N9O12+] : 1693.1398, Found: 1693.1367 
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Fmoc-G(Bhoc)aeg-Lys(Boc)-TAG 
 
 
 
White amorphous solid. 1H NMR (600 MHz; CDCl3) δ7.78-7.47 (4H, m), 7.46-7.27 (7H, 
m), 7.26-7.03 (8H, m), 6.95-6.18 (5H, m), 5.21-4.95 (2H, m), 4.88-4.45 (4H, m), 4.43-
3.78 (9H, m), 3.72-3.24 (3H, m), 3.13-2.78 (4H, m), 1.94-1.53 (6H, m), 1.48-1.36 (15H, 
m), 1.35-1.16 (72H, m), 0.87 (6H, t, J = 6.9 Hz); 13C NMR (150 MHz; CDCl3) δ 172.4, 
168.4, 167.3, 160.9, 160.8, 158.3, 157.1, 156.8, 153.6, 148.8, 147.5, 143.8, 143.7, 143.6, 
141.3, 141.1, 139.8, 139.4, 139.3, 131.2, 128.6, 128.3, 128.2, 128.1, 127.7, 127.2, 127.1, 
127.0, 126.9, 125.2, 124.4, 119.9, 119.3, 115.7, 104.5, 99.6, 79.5, 79.0, 78.9, 68.1, 66.0, 
62.8, 54.4, 52.3, 48.2, 47.3, 47.1, 42.9, 40.0, 39.5, 31.9, 31.3, 29.7, 29.6, 29.4, 29.3, 29.2, 
29.1, 29.0, 28.4, 26.0, 25.9, 22.7, 22.2, 14.1; HRMS calc. for [C102H150N9O13+] : 1709.1348, 
Found: 1709.1300 
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Fmoc-Taeg-Lys(Boc)-TAG 
 
 
 
White amorphous solid. 1H NMR (600 MHz; CDCl3) δ7.76-7.71 (2H, m), 7.68-7.56 (2H, 
m), 7.40-7.34 (2H, m), 7.32-7.27 (2H, m), 7.20-7.14 (1H, m), 6.94-6.66 (2H, m), 6.46-
6.29 (2H, m), 5.28-5.07 (2H, m), 4.81-4.69 (1H, m), 4.66-4.14 (6H, m), 3.99-3.76 (5H, 
m), 3.70-2.70 (6H, m), 1.94-1.60 (10H, m), 1.51-1.36 (15H, m), 1.35-1.16 (72H, m), 
0.87 (6H, t, J = 6.9 Hz); 13C NMR (150 MHz; CDCl3) δ 173.0, 161.0, 158.5, 141.3, 131.2, 
127.7, 127.1, 125.3, 125.2, 119.9, 115.9, 104.7, 104.6, 99.8, 68.2, 68.1, 63.0, 52.6, 47.2, 
39.4, 31.9, 31.3, 29.9, 29.7, 29.6, 29.4, 29.3, 29.2, 29.1, 28.4, 26.0, 22.7, 14.1, 12.3; HRMS 
calc. for [C88H141N6O12+] : 1474.0602, Found: 1474.0632 
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3-4, Developed procedure for the synthesis of NH2-C(Bhoc)aeg-Lys(Boc)-TAG 
To a solution of Tagged compound 2 (0.05 mmol) in dry THF (5 mL), Fmoc-
C(Bhoc)aeg-OH (1.20 eq., 0.06 mmol,), COMU (1.40 eq., 0.07 mmol) and DIPEA (5.00 eq., 
0.25 mmol) were added. The resulting reaction mixture was stirred at room temperature until 
5-10 min (completion of the reaction is determined by turning to clear). To a clear solution, 
2% piperidine and 2% DBU were added. The resulting reaction mixture was stirred at room 
temperature until completion of the reaction (determined by TLC), followed by 
naturalization with 1 N-HCl(aq.) (until turning yellow to white) and dilution with MeCN to 
give a product as a precipitate. 
 
NH2-C(Bhoc)aeg-Lys(Boc)-TAG 
 
 
 
White amorphous solid. 1H NMR (600 MHz; CDCl3) δ 7.73-7.51 (1H, m), 7.49-7.24 
(11H, m), 7.22-7.11 (2H, m), 6.87-6.78 (1H, m), 6.44-6.37 (2H, m), 5.18-5.11 (1H, m), 
5.10-4.97 (2H, m), 4.86-4.62 (1H, m), 4.59-4.31 (2H, m), 4.26-4.02 (1H, m), 3.95-3.86 
(4H, m), 3.82-3.67 (1H, m), 3.63-3.38 (2H, m), 3.26-2.82 (4H, m), 1.97-1.66 (6H, m), 
1.60-1.19 (84H, m), 0.87 (6H, t, J = 6.9 Hz); 13C NMR (150 MHz; CDCl3) δ 172.6, 
167.8, 164.6, 160.9, 160.7, 158.3, 156.1, 153.3, 149.5, 140.0, 131.0, 128.6, 127.9, 126.9, 
126.6, 116.2, 104.4, 99.5, 95.0, 79.4, 79.0, 78.3, 68.1, 58.4, 54.0, 52.5, 51.6, 49.6, 39.6, 
39.0, 31.9, 29.7, 29.3, 29.1, 28.4, 26.0, 23.2, 22.7, 18.4, 14.1; HRMS calc. For 
[C86H140N7O11+] : 1447.0605, Found: 1447.0609 
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2-5, Developed procedure for the elongation of PNA oligomer 
To a solution of Tagged compound (0.05 mmol) in dry THF (5 mL), Fmoc-PNA-OH 
(1.05-1.50 eq., 0.0525-0.075 mmol,), COMU (1.20-1.70 eq., 0.06-0.085 mmol) and DIPEA 
(3.50-5.00 eq., 0.175-0.250 mmol) were added. The resulting reaction mixture was stirred at 
room temperature until 5-10 min (completion of the reaction is determined by turning to 
clear). To a clear solution, 2% piperidine and 2% DBU were added. The resulting reaction 
mixture was stirred at room temperature until completion of the reaction (determined by 
TLC), followed by naturalization with 1 N-HCl(aq.) (until turning yellow to white) and 
dilution with MeCN to give a product as a precipitate. 
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2-6, Acidic deprotection of the all protective group and Tag 
Tagged PNA oligomer 5 was dissolved in 2.5% TIS and 2.5% H2O in TFA. The 
resulting reaction mixture was stirred at room temperature at 2 hours followed by filtration 
using celite cake. DIPE was added to the filtrate to give crude objective as a precipitate. This 
crude compound was purified by reversed-phase HPLC. HPLC conditions: Column: 
SHISEIDO Proteonavi(φ20 mm, 250 mm), Solvents: A:0.1% TFA/water and B: 0.1% 
TFA/MeOH, Flow rate: 9.5 mL/min., UV: 260 nm, without heating. 
 
NH2-A-G-T-C -Lys-OH (compound 12) 
 
 
White solid. HRMS calc. For [C49H68N25O14]+ : 1230.5372, Found: 1230.5426 
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NH2-A-G-T-C-A-G-T-C-Lys-OH (compound 11) 
 
 
 
White solid. HRMS calc. For [C92H120N48O26]+ : 2313.9616, Found: 2314.0288 
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8. スペクトルデータ 
 
 
NMR データ（1H, 13C） 
 
HPLC データ 
P. 65 
 
P. 89 
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TAG-OH 
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0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
X
 : p
arts p
er M
illio
n
 : C
arb
o
n
1
3
2
0
0
.0
1
9
0
.0
1
8
0
.0
1
7
0
.0
1
6
0
.0
1
5
0
.0
1
4
0
.0
1
3
0
.0
1
2
0
.0
1
1
0
.0
1
0
0
.0
9
0
.0
8
0
.0
7
0
.0
6
0
.0
5
0
.0
4
0
.0
3
0
.0
2
0
.0
1
0
.0
0
 160.157
 158.118
 129.537
 121.638
 104.394
  99.769
  68.124
  68.000
  62.083
  31.932
  29.711
  29.672
  29.615
  29.586
  29.414
  29.375
  29.280
  29.213
  26.158
  26.053
  22.702
  14.132
  -0.000
 
  
67 
 
abundance
0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 14.0
X
 : p
arts p
er M
illio
n
 : P
ro
to
n
1
2
.0
1
1
.0
1
0
.0
9
.0
8
.0
7
.0
6
.0
5
.0
4
.0
3
.0
2
.0
1
.0
0
   7.765
   7.752
   7.600
   7.588
   7.394
   7.382
   7.317
   7.305
   7.293
   7.194
   7.182
   6.419
   6.404
   5.436
   5.424
   5.200
   5.181
   5.147
   5.127
   4.401
   4.389
   4.376
   4.205
   3.930
   3.920
   3.903
   3.068
   1.779
   1.768
   1.757
   1.746
   1.657
   1.425
   1.255
   0.890
   0.878
   0.867
   0.000
72.01
13.01
6.11
6.05
4.04
2.92
2.09
2.09
2.08
2.07
2.01
1.98
1.92
1.05
1.00
0.98
0.94
0.91
 
 
Fmoc-Lys(Boc)-TAG 
  
68 
 
abundance
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1 1.2 1.3 1.4 1.5 1.6 1.7 1.8 1.9 2.0
X
 : p
arts p
er M
illio
n
 : C
arb
o
n
1
3
1
9
0
.0
1
8
0
.0
1
7
0
.0
1
6
0
.0
1
5
0
.0
1
4
0
.0
1
3
0
.0
1
2
0
.0
1
1
0
.0
1
0
0
.0
9
0
.0
8
0
.0
7
0
.0
6
0
.0
5
0
.0
4
0
.0
3
0
.0
2
0
.0
1
0
.0
0
 172.403
 160.952
 158.453
 155.906
 143.985
 143.736
 141.257
 131.289
 127.660
 127.057
 125.123
 119.934
 115.874
 104.480
  99.645
  79.097
  68.124
  66.985
  62.877
  53.801
  47.165
  40.147
  31.932
  29.711
  29.423
  28.408
  26.024
  22.702
  14.132
   0.000
 
 
  
69 
 
abundance
0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 14.0 15.0 16.0 17.0 18.0 19.0
X
 : p
arts p
er M
illio
n
 : P
ro
to
n
1
2
.0
1
1
.0
1
0
.0
9
.0
8
.0
7
.0
6
.0
5
.0
4
.0
3
.0
2
.0
1
.0
0
   8.884
   7.205
   7.192
   6.417
   6.402
   5.267
   5.247
   5.135
   5.116
   4.982
   4.070
   3.935
   3.924
   3.914
   3.905
   3.074
   2.041
   1.782
   1.771
   1.758
   1.745
   1.734
   1.420
   1.403
   1.254
   0.890
   0.878
   0.867
   0.000
72.20
14.98
6.00
4.09
4.02
3.17
2.10
2.05
2.04
1.80
1.08
0.93
0.88
 
 
NH2-Lys(Boc)-TAG (compound 2) 
 
  
70 
 
abundance
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
X
 : p
arts p
er M
illio
n
 : C
arb
o
n
1
3
2
0
0
.0
1
9
0
.0
1
8
0
.0
1
7
0
.0
1
6
0
.0
1
5
0
.0
1
4
0
.0
1
3
0
.0
1
2
0
.0
1
1
0
.0
1
0
0
.0
9
0
.0
8
0
.0
7
0
.0
6
0
.0
5
0
.0
4
0
.0
3
0
.0
2
0
.0
1
0
.0
0
 169.426
 161.105
 158.462
 156.164
 131.663
 115.194
 104.547
  99.606
  78.963
  68.153
  68.096
  63.835
  52.929
  39.898
  31.932
  29.720
  29.375
  28.456
  26.082
  22.702
  14.132
  -0.000
 
 
 
  
71 
 
abundance
0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0
X
 : p
arts p
er M
illio
n
 : P
ro
to
n
1
0
.0
9
.0
8
.0
7
.0
6
.0
5
.0
4
.0
3
.0
2
.0
1
.0
0
   7.741
   7.734
   7.728
   7.722
   7.629
   7.618
   7.584
   7.572
   7.307
   7.293
   7.276
   6.807
   6.655
   6.410
   6.371
   6.359
   5.267
   5.247
   5.124
   5.104
   5.053
   4.840
   4.328
   4.315
   4.189
   3.903
   3.890
   3.456
   3.432
   3.373
   3.139
   2.766
   2.000
   1.976
   1.726
   1.480
   1.294
   1.254
   0.889
   0.877
   0.866
   0.000
71.81
9.93
8.24
6.00
6.07
5.06
5.16
4.90
2.89
2.13
2.17
2.11
1.97
17.10
 
 
Fmoc-C(Bhoc)aeg-Lys(Boc)-TAG 
 
 
  
72 
 
abundance
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1 1.2 1.3 1.4
X
 : p
arts p
er M
illio
n
 : C
arb
o
n
1
3
2
1
0
.0
2
0
0
.0
1
9
0
.0
1
8
0
.0
1
7
0
.0
1
6
0
.0
1
5
0
.0
1
4
0
.0
1
3
0
.0
1
2
0
.0
1
1
0
.0
1
0
0
.0
9
0
.0
8
0
.0
7
0
.0
6
0
.0
5
0
.0
4
0
.0
3
0
.0
2
0
.0
1
0
.0
0
-1
0
.0
 173.792
 169.100
 167.712
 160.789
 158.338
 157.821
 149.070
 143.765
 141.218
 140.098
 128.493
 127.641
 126.885
 126.741
 119.895
 116.017
 104.442
  99.616
  95.729
  79.404
  78.973
  78.293
  68.124
  68.077
  62.791
  52.115
  50.785
  48.707
  47.127
  39.975
  39.324
  31.932
  29.711
  29.663
  29.366
  22.702
  14.142
   0.000
 
 
 
 
 
  
73 
 
abundance
0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0
X
 : p
arts p
er M
illio
n
 : P
ro
to
n
1
0
.0
9
.0
8
.0
7
.0
6
.0
5
.0
4
.0
3
.0
2
.0
1
.0
0
   8.628
   8.572
   8.464
   8.423
   8.010
   7.688
   7.594
   7.340
   7.261
   6.987
   6.850
   6.666
   6.416
   6.394
   6.380
   5.175
   5.140
   5.121
   5.093
   5.010
   4.992
   4.424
   4.217
   4.205
   4.195
   3.910
   3.896
   3.543
   3.485
   3.030
   2.997
   2.951
   2.063
   2.000
   1.743
   1.719
   1.388
   1.254
   0.889
   0.877
   0.866
  -0.000
72.15
15.12
10.17
6.10
6.00
5.22
5.10
4.10
4.16
3.08
2.96
2.29
2.23
2.13
1.90
1.60
1.18
1.00
 
 
Fmoc-A(Bhoc)aeg-Lys(Boc)-TAG 
 
 
 
  
74 
 
abundance
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1 1.2 1.3 1.4 1.5
X
 : p
arts p
er M
illio
n
 : C
arb
o
n
1
3
2
1
0
.0
2
0
0
.0
1
9
0
.0
1
8
0
.0
1
7
0
.0
1
6
0
.0
1
5
0
.0
1
4
0
.0
1
3
0
.0
1
2
0
.0
1
1
0
.0
1
0
0
.0
9
0
.0
8
0
.0
7
0
.0
6
0
.0
5
0
.0
4
0
.0
3
0
.0
2
0
.0
1
0
.0
0
-1
0
.0
 172.643
 168.698
 160.971
 158.405
 157.084
 152.775
 151.473
 143.861
 141.237
 139.648
 128.513
 128.063
 127.737
 127.306
 120.001
 115.625
 104.489
  99.635
  79.059
  78.638
  68.105
  66.784
  63.126
  52.431
  51.943
  47.175
  43.747
  39.984
  31.922
  29.711
  29.663
  29.634
  29.366
  14.142
   0.000
 
 
 
  
75 
 
abundance
0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0
X
 : p
arts p
er M
illio
n
 : P
ro
to
n
1
0
.0
9
.0
8
.0
7
.0
6
.0
5
.0
4
.0
3
.0
2
.0
1
.0
0
-1
.0
   7.475
   7.399
   7.376
   7.363
   7.326
   7.312
   7.293
   7.277
   7.250
   7.236
   7.223
   6.827
   6.781
   6.440
   6.402
   6.380
   6.363
   6.349
   5.123
   5.069
   5.029
   5.015
   4.800
   4.687
   4.490
   4.221
   4.111
   3.889
   3.621
   3.517
   3.060
   2.994
   2.968
   2.950
   2.847
   1.757
   1.744
   1.732
   1.721
   1.393
   1.253
   0.889
   0.877
   0.865
  -0.000
71.94
12.08
6.89
6.08
6.00
4.88
4.06
3.29
3.23
2.80
2.77
2.19
2.05
1.92
1.09
1.06
 
 
Fmoc-G(Bhoc)aeg-Lys(Boc)-TAG 
 
 
 
  
76 
 
abundance
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1 1.2 1.3 1.4 1.5
X
 : p
arts p
er M
illio
n
 : C
arb
o
n
1
3
2
0
0
.0
1
9
0
.0
1
8
0
.0
1
7
0
.0
1
6
0
.0
1
5
0
.0
1
4
0
.0
1
3
0
.0
1
2
0
.0
1
1
0
.0
1
0
0
.0
9
0
.0
8
0
.0
7
0
.0
6
0
.0
5
0
.0
4
0
.0
3
0
.0
2
0
.0
1
0
.0
0
 172.413
 168.391
 167.309
 160.856
 158.300
 155.781
 153.608
 148.859
 143.823
 141.343
 141.151
 128.608
 128.560
 127.028
 126.914
 119.819
 115.730
 104.470
  99.558
  79.547
  79.049
  78.906
  68.096
  65.970
  62.801
  54.404
  52.336
  47.309
  42.914
  39.984
  39.534
  31.922
  29.711
  29.663
  29.366
  22.692
  14.132
   0.000
 
 
 
  
77 
 
abundance
0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 14.0 15.0
X
 : p
arts p
er M
illio
n
 : P
ro
to
n
1
0
.0
9
.0
8
.0
7
.0
6
.0
5
.0
4
.0
3
.0
2
.0
1
.0
0
-1
.0
   7.753
   7.743
   7.731
   7.656
   7.644
   7.607
   7.597
   7.587
   7.372
   7.364
   7.256
   6.821
   6.695
   6.438
   6.411
   6.408
   6.335
   5.226
   5.159
   5.140
   5.125
   5.097
   4.752
   4.505
   4.359
   4.201
   3.917
   3.630
   3.380
   3.362
   3.047
   1.869
   1.760
   1.750
   1.737
   1.725
   1.434
   1.426
   1.259
   0.890
   0.878
   0.867
   0.000
72.19
15.11
10.04
6.00
6.13
5.10
5.92
2.23
2.09
2.08
2.00
2.00
1.98
1.88
1.06
1.01
 
 
Fmoc-Taeg-Lys(Boc)-TAG 
 
 
 
  
78 
 
abundance
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1 1.2
X
 : p
arts p
er M
illio
n
 : C
arb
o
n
1
3
2
1
0
.0
2
0
0
.0
1
9
0
.0
1
8
0
.0
1
7
0
.0
1
6
0
.0
1
5
0
.0
1
4
0
.0
1
3
0
.0
1
2
0
.0
1
1
0
.0
1
0
0
.0
9
0
.0
8
0
.0
7
0
.0
6
0
.0
5
0
.0
4
0
.0
3
0
.0
2
0
.0
1
0
.0
0
-1
0
.0
 173.035
 161.009
 158.462
 141.295
 131.241
 127.718
 127.124
 125.315
 125.200
 119.943
 115.931
 104.729
 104.633
  99.807
  76.569
  68.259
  68.163
  67.177
  63.069
  52.623
  47.271
  39.371
  31.941
  29.720
  29.672
  29.366
  22.692
  14.094
  12.313
  -0.000
 
 
  
79 
 
abundance
0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 14.0
X
 : p
arts p
er M
illio
n
 : P
ro
to
n
1
1
.0
1
0
.0
9
.0
8
.0
7
.0
6
.0
5
.0
4
.0
3
.0
2
.0
1
.0
0
   7.430
   7.418
   7.345
   7.321
   7.309
   7.299
   7.270
   7.182
   7.159
   7.144
   6.831
   6.807
   6.425
   6.410
   6.395
   5.147
   5.127
   5.091
   5.078
   5.058
   4.525
   4.501
   4.437
   4.213
   3.919
   3.722
   3.711
   3.210
   3.055
   2.936
   2.871
   1.773
   1.761
   1.751
   1.737
   1.498
   1.401
   1.255
   0.890
   0.878
   0.867
  -0.000
84.32
10.86
6.13
6.00
4.06
3.97
2.02
2.01
1.80
1.87
0.98
0.97
0.96
0.95
1.88
1.04
1.01
 
 
NH2-C(Bhoc)aeg-Lys(Boc)-TAG 
 
 
 
  
80 
 
abundance
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
X
 : p
arts p
er M
illio
n
 : C
arb
o
n
1
3
1
9
0
.0
1
8
0
.0
1
7
0
.0
1
6
0
.0
1
5
0
.0
1
4
0
.0
1
3
0
.0
1
2
0
.0
1
1
0
.0
1
0
0
.0
9
0
.0
8
0
.0
7
0
.0
6
0
.0
5
0
.0
4
0
.0
3
0
.0
2
0
.0
1
0
.0
0
 172.633
 167.836
 164.600
 160.923
 160.732
 158.319
 156.107
 153.397
 149.596
 140.021
 131.059
 128.618
 127.900
 126.971
 126.684
 116.276
 104.499
  99.597
  95.020
  79.442
  79.030
  78.350
  68.144
  58.435
  54.002
  52.565
  51.675
  49.636
  39.611
  39.008
  31.932
  29.711
  29.375
  29.136
  28.418
  26.015
  23.209
  22.702
  18.441
  14.142
  -0.000
 
 
 
 
  
81 
 
abundance
0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0
X
 : p
arts p
er M
illio
n
 : P
ro
to
n
1
2
.0
1
1
.0
1
0
.0
9
.0
8
.0
7
.0
6
.0
5
.0
4
.0
3
.0
2
.0
1
.0
0
  10.894
   8.557
   8.507
   8.308
   7.877
   7.858
   7.527
   7.341
   7.292
   7.272
   6.806
   5.327
   5.148
   4.367
   4.350
   4.329
   4.266
   3.991
   3.542
   3.526
   3.136
   3.121
   3.105
   2.490
10.80
4.82
3.84
2.08
2.00
1.15
1.06
1.04
1.02
1.00
0.98
0.95
0.94
0.83
 
 
Fmoc-A(Bhoc)aeg-OH 
 
 
  
82 
 
abundance
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1 1.2 1.3 1.4 1.5 1.6 1.7 1.8 1.9 2.0 2.1 2.2 2.3 2.4
X
 : p
arts p
er M
illio
n
 : C
arb
o
n
1
3
2
2
0
.0
2
1
0
.0
2
0
0
.0
1
9
0
.0
1
8
0
.0
1
7
0
.0
1
6
0
.0
1
5
0
.0
1
4
0
.0
1
3
0
.0
1
2
0
.0
1
1
0
.0
1
0
0
.0
9
0
.0
8
0
.0
7
0
.0
6
0
.0
5
0
.0
4
0
.0
3
0
.0
2
0
.0
1
0
.0
0
-1
0
.0
-2
0
.0
 170.339
 167.026
 166.548
 151.506
 151.094
 149.217
 143.855
 140.916
 140.744
 140.715
 128.478
 127.693
 127.617
 127.042
 126.477
 125.098
 122.590
 120.139
  77.205
  65.505
  65.400
  47.667
  46.901
  46.719
  43.847
  39.500
  38.724
 
 
 
  
83 
 
abundance
0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0
X
 : p
arts p
er M
illio
n
 : P
ro
to
n
1
2
.0
1
1
.0
1
0
.0
9
.0
8
.0
7
.0
6
.0
5
.0
4
.0
3
.0
2
.0
1
.0
0
  11.718
  11.629
  11.217
  11.206
   7.940
   7.795
   7.440
   7.427
   7.389
   7.370
   7.357
   7.343
   7.300
   7.293
   7.287
   6.850
   6.844
   5.091
   4.927
   4.360
   4.350
   4.280
   4.267
   3.994
   3.478
   3.467
   3.108
   3.097
   2.490
14.20
3.89
2.03
1.95
1.95
1.09
1.06
1.01
1.00
0.94
0.93
0.87
0.80
 
 
Fmoc-G(Bhoc)aeg-OH 
 
 
 
  
84 
 
abundance
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1 1.2 1.3 1.4 1.5 1.6 1.7 1.8 1.9 2.0 2.1 2.2 2.3 2.4
X
 : p
arts p
er M
illio
n
 : C
arb
o
n
1
3
2
1
0
.0
2
0
0
.0
1
9
0
.0
1
8
0
.0
1
7
0
.0
1
6
0
.0
1
5
0
.0
1
4
0
.0
1
3
0
.0
1
2
0
.0
1
1
0
.0
1
0
0
.0
9
0
.0
8
0
.0
7
0
.0
6
0
.0
5
0
.0
4
0
.0
3
0
.0
2
0
.0
1
0
.0
0
-1
0
.0
 170.406
 166.480
 162.306
 156.379
 155.058
 153.717
 143.817
 140.753
 140.715
 140.466
 139.958
 128.584
 127.980
 127.617
 127.042
 126.448
 126.420
 125.118
 125.041
 120.139
 119.239
  78.058
  77.991
  65.448
  47.830
  46.700
  40.036
  39.500
  38.887
  35.785
  30.768
 
 
 
 
 
  
85 
 
abundance
0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0
X
 : p
arts p
er M
illio
n
 : P
ro
to
n
1
2
.0
1
1
.0
1
0
.0
9
.0
8
.0
7
.0
6
.0
5
.0
4
.0
3
.0
2
.0
1
.0
0
  11.299
  11.281
   7.885
   7.873
   7.678
   7.665
   7.657
   7.424
   7.413
   7.401
   7.388
   7.329
   7.316
   7.303
   7.251
   4.636
   4.457
   4.328
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Fmoc-Taeg-OH 
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Fmoc-C(Bhoc)aeg-OH 
 
 
 
 
 
  
88 
 
abundance
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1 1.2 1.3 1.4 1.5 1.6 1.7 1.8 1.9 2.0 2.1
X
 : p
arts p
er M
illio
n
 : C
arb
o
n
1
3
2
1
0
.0
2
0
0
.0
1
9
0
.0
1
8
0
.0
1
7
0
.0
1
6
0
.0
1
5
0
.0
1
4
0
.0
1
3
0
.0
1
2
0
.0
1
1
0
.0
1
0
0
.0
9
0
.0
8
0
.0
7
0
.0
6
0
.0
5
0
.0
4
0
.0
3
0
.0
2
0
.0
1
0
.0
0
-1
0
.0
 170.454
 167.495
 167.045
 163.072
 162.976
 162.306
 156.341
 154.962
 150.969
 143.884
 140.734
 140.705
 140.399
 128.555
 127.846
 127.607
 127.071
 126.420
 126.199
 125.137
 120.129
  93.760
  77.406
  65.505
  65.428
  49.496
  47.744
  46.882
  46.691
  40.036
  39.500
  38.648
  37.901
  35.785
  30.768
  25.224
 
 
 
  
89 
 
 
NH2-Lys(Boc)-TAG (crude) 
  
 
HPLC condition 
A: 0.1% TFA/water, B: 20% MeCN/THF 
Gradient: A/B=40/60 to A/B=0/100 at 40 min. 
Flow rate: 0.2 mL/min. 
Column: Develosil C8 (φ4.6 mm, 150 mm), 40 °C 
Detected at 25.9 min. 
 
Sample preparation 
Obtained precipitate, by addition of reaction mixture(20 µL) to MeCN(500 µL), was dried 
in vacuo and dissolved in 20% MeCN/THF. 
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Fmoc-C(Bhoc)aeg-Lys(Boc)-TAG (crude) 
  
HPLC condition 
A: 0.1% TFA/water, B: 20% MeCN/THF 
Gradient: A/B=40/60 to A/B=0/100 at 40 min. 
Flow rate: 0.2 mL/min. 
Column: Develosil C8 (φ4.6 mm, 150 mm), 40 °C 
Detected at 31.6 min. 
 
Sample preparation 
Obtained precipitate, by addition of reaction mixture(20 µL) to MeCN(500 µL), was dried 
in vacuo and dissolved in 20% MeCN/THF. 
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Fmoc-A(Bhoc)aeg-Lys(Boc)-TAG (crude) 
  
HPLC condition 
A: 0.1% TFA/MQ, B: 20% MeCN/THF 
Gradient: A/B=40/60 to A/B=0/100 at 40 min. 
Flow rate: 0.2 mL/min. 
Column: Develosil C8 (φ4.6 mm, 150 mm), 40 °C 
Detected at 31.6 min. 
 
Sample preparation 
Obtained precipitate, by addition of reaction mixture(20 µL) to MeCN(500 µL), was dried 
in vacuo and dissolved in 20% MeCN/THF. 
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Fmoc-G(Bhoc)aeg-Lys(Boc)-TAG (crude) 
  
 
HPLC condition 
A: 0.1% TFA/MQ, B: 20% MeCN/THF 
Gradient: A/B=40/60 to A/B=0/100 at 40 min. 
Flow rate: 0.2 mL/min. 
Column: Develosil C8 (φ4.6 mm, 150 mm), 40 °C 
Detected at 30.5 min. 
 
Sample preparation 
Obtained precipitate, by addition of reaction mixture(20 µL) to MeCN(500 µL), was dried 
in vacuo and dissolved in 20% MeCN/THF. 
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Fmoc-Taeg-Lys(Boc)-TAG (crude) 
  
 
HPLC condition 
A: 0.1% TFA/MQ, B: 20% MeCN/THF 
Gradient: A/B=40/60 to A/B=0/100 at 40 min. 
Flow rate: 0.2 mL/min. 
Column: Develosil C8 (φ4.6 mm, 150 mm), 40 °C 
Detected at 30.5 min. 
 
Sample preparation 
Obtained precipitate, by addition of reaction mixture(20 µL) to MeCN(500 µL), was dried 
in vacuo and dissolved in 20% MeCN/THF. 
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NH2-Caeg-Lys-OH (crude)  
 
 
 
 
HPLC condition 
A: 0.1%TFA/MQ, B: 0.1%TFA/MeOH 
Gradient: A/B=100/0 to A/B=50/50 at 40 min. 
Flow rate: 0.3 mL/min. 
Column: Capcel Pak C18 ACR (φ4.6 mm, 250 mm), 50 °C 
Detected at 13.7 min. 
 
Sample preparation 
TFA/TIS/MQ(95/2.5/2.5, 10 µL) was added to obtained precipitate, by addition of reaction 
mixture(20 µL) in MeCN(500 µL), was dried in vacuo and dissolved in 0.1% TFA/MQ.  
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NH2-Taeg-Caeg-Lys-OH (crude)  
 
 
 
 
HPLC condition 
A: 0.1%TFA/MQ, B: 0.1%TFA/MeOH 
Gradient: A/B=100/0 to A/B=50/50 at 40 min. 
Flow rate: 0.3 mL/min. 
Column: Capcel Pak C18 ACR (φ4.6 mm, 250 mm), 50 °C 
Detected at 20.2 min. 
 
Sample preparation 
TFA/TIS/MQ(95/2.5/2.5, 10 µL) was added to obtained precipitate, by addition of reaction 
mixture(20 µL) in MeCN(500 µL), was dried in vacuo and dissolved in 0.1% TFA/MQ. 
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NH2-Gaeg-Taeg-Caeg-Lys-OH (crude)  
 
 
 
 
HPLC condition 
A: 0.1%TFA/MQ, B: 0.1%TFA/MeOH 
Gradient: A/B=100/0 to A/B=50/50 at 40 min. 
Flow rate: 0.3 mL/min. 
Column: Capcel Pak C18 ACR (φ4.6 mm, 250 mm), 50 °C 
Detected at 21.5 min. 
 
Sample preparation 
TFA/TIS/MQ(95/2.5/2.5, 10 µL) was added to obtained precipitate, by addition of reaction 
mixture(20 µL) in MeCN(500 µL), was dried in vacuo and dissolved in 0.1% TFA/MQ. 
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NH2-Aaeg-Gaeg-Taeg-Caeg-Lys-OH (crude)  
 
 
 
 
HPLC condition 
A: 0.1%TFA/MQ, B: 0.1%TFA/MeOH, 
Gradient: A/B=100/0 to A/B=50/50 at 40 min. 
Flow rate: 0.3 mL/min. 
Column: Capcel Pak C18 ACR (φ4.6 mm, 250 mm), 50 °C 
Detected at 23.5 min. 
 
Sample preparation 
TFA/TIS/MQ(95/2.5/2.5, 10 µL) was added to obtained precipitate, by addition of reaction 
mixture(20 µL) in MeCN(500 µL), was dried in vacuo and dissolved in 0.1% TFA/MQ. 
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NH2-Caeg-Aaeg-Gaeg-Taeg-Caeg-Lys-OH (crude) 
 
 
 
 
HPLC condition 
A: 0.1%TFA/MQ, B: 0.1%TFA/MeOH 
Gradient: A/B=100/0 to A/B=50/50 at 40 min. 
Flow rate: 0.3 mL/min. 
Column: Capcel Pak C18 ACR (φ4.6 mm, 250 mm), 50 °C 
Detected at 24.2 min. 
 
Sample preparation 
TFA/TIS/MQ(95/2.5/2.5, 10 µL) was added to obtained precipitate, by addition of reaction 
mixture(20 µL) in MeCN(500 µL), was dried in vacuo and dissolved in 0.1% TFA/MQ. 
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NH2-Taeg-Caeg-Aaeg-Gaeg-Taeg-Caeg-Lys-OH (crude) 
 
 
 
HPLC condition 
A: 0.1%TFA/MQ, B: 0.1%TFA/MeOH 
Gradient: A/B=100/0 to A/B=50/50 at 40 min. 
Flow rate: 0.3 mL/min. 
Column: Capcel Pak C18 ACR (φ4.6 mm, 250 mm), 50 °C 
Detected at 26.2 min. 
 
Sample preparation 
TFA/TIS/MQ(95/2.5/2.5, 10 µL) was added to obtained precipitate, by addition of reaction 
mixture(20 µL) in MeCN(500 µL), was dried in vacuo and dissolved in 0.1% TFA/MQ. 
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NH2-Gaeg-Taeg-Caeg-Aaeg-Gaeg-Taeg-Caeg-Lys-OH (crude) 
 
 
 
HPLC condition 
A: 0.1%TFA/MQ, B: 0.1%TFA/MeOH 
Gradient: A/B=100/0 to A/B=50/50 at 40 min. 
Flow rate: 0.3 mL/min. 
Column: Capcel Pak C18 ACR (φ4.6 mm, 250 mm), 50 °C 
Detected at 26.9 min. 
 
Sample preparation 
TFA/TIS/MQ(95/2.5/2.5, 10 µL) was added to obtained precipitate, by addition of reaction 
mixture(20 µL) in MeCN(500 µL), was dried in vacuo and dissolved in 0.1% TFA/MQ. 
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NH2-Aaeg-Gaeg-Taeg-Caeg-Aaeg-Gaeg-Taeg-Caeg-Lys-OH 11 (crude)  
 
 
 
 
HPLC condition 
A: 0.1%TFA/MQ, B: 0.1%TFA/MeOH 
Gradient: A/B=100/0 to A/B=50/50 at 40 min. 
Flow rate: 0.3 mL/min. 
Column: Capcel Pak C18 ACR (φ4.6 mm, 250 mm), 50 °C 
Detected at 27.7 min. 
 
Sample preparation 
TFA/TIS/MQ(95/2.5/2.5, 10 µL) was added to obtained precipitate, by addition of reaction 
mixture(20 µL) in MeCN(500 µL), was dried in vacuo and dissolved in 0.1% TFA/MQ. 
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NH2-Aaeg-Gaeg-Taeg-Caeg-Aaeg-Gaeg-Taeg-Caeg-Lys-OH 11 (purified, Capcel Pak C18 ACR)  
 
 
 
 
HPLC condition 
A: 0.1%TFA/MQ, B: 0.1%TFA/MeOH 
Gradient: A/B=100/0 to A/B=50/50 at 40 min. 
Flow rate: 0.3 mL/min. 
Column: Capcel Pak C18 ACR (φ4.6 mm, 250 mm), 50 °C 
Detected at 27.9 min.  
Purity: 97% 
 
Sample preparation 
Purified oligomer was dissolved in 0.1% TFA/MQ. 
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NH2-Aaeg-Gaeg-Taeg-Caeg-Aaeg-Gaeg-Taeg-Caeg-Lys-OH 11 (purified, Proteonavi)  
 
 
 
 
HPLC condition 
A: 0.1%TFA/MQ, B: 0.1%TFA/MeOH 
Gradient: A/B=100/20 to A/B=0/100 at 30 min. 
Flow rate: 0.3 mL/min. 
Column: Proteonavi (φ4.6 mm, 250 mm), 20 °C 
Detected at 15.9 min. 
Purity: 99% 
 
Sample preparation 
Purified oligomer was dissolved in 0.1% TFA/MQ. 
 
